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Di* fblgMdM Atigaben aind dm vom AnnwMar •ingmtclitan UntMtegM * 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ VenAfendung von Enzyminhibitoren und pharmazeutische Zubereitung zur Therapie von dermatologischen 
Erkrankungen mltfollikuliren und epidermalen Hyperkeratosen und einer verstarkten 
Keratinazytenproltferation 

(g) Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren, bei dem durch 
die Hsmmung der Enzymaktivitat der auf humanon Kera- 
tlnozyten experfmlerten Dipeptldylpeptldasa IV (DP IV, 
EC3.4.14.5, CD 26) durch entsprechende spezifische Inht- 
bitoren die AktMerung und DNS-Synthese und damrt die 
Prolifaration <Zollvernnehrung) dieser Zallen supprimiert 
wird. Die Verwendung und pharmazeutischen Zuberei- 
tungen kdnnen zur uniarstOtzendan Therapie von sowohl 
entzundlichen und ntcht enlzundlichen epidermalen Hy- 
pen>roliferaftion8zu8tanden (z. B. congenitale Ichthyosan 
und Psoriasis), benlgnen und malignen umschriebenen 
epidermalen donalen Expansionen (z. B. Waaen, Condy- 
lome, aktlnische Keratosen/Pracancerosen), benlgnen 
" und malignen Hyperprollferationszuatftnden (2. B. Akne) 
p als auch benignen und malignen epithelialen Adnextu- 
* moren und primdren und reaktiven Nagelzelt-hyperproli- 
ferattonen angawandt warden und aind fur die pharma- 
zeutische Industrie von Bedeutung. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bcschrcibt die I lemniung der Enryraaklivital dcr Dipcptidylpcpiidasc IV (DP 1 V, E C. 3.4. 14.5, CD26) 
hzw. DP IV analoger Enzyme hunianer Keratinozyten durch spezifische Inhibhoren auf der Basis von Aminosaurederi^ 
S vaien. Pepiiden oder Peplidderivaien iiber die die Akti viening und DNS-Synthese und dantil die Ptoliferation (Zellver- 
mehrung) dieser ZcUen suppriniien wird. 

Einc Reihe dennatologischcr Erkrankungen gchen mil follikularen und epidermalen Hyperkeraloscn und ciner vcr- 
starkicn Kcratinozytenpnoliferation einher. Zu ihnen gehoren sowohl entziindlicbe und nichi cniziindliche epidermale 
Hyperproliteralionszuslandc (z. B. congeniiale Ichlhyosen und Psoriasis), benigne und malignc umschriebene epidcr- 

10 male clonalc Expansionen {z. B, Warzen, Condylome, akiinische Keraiosen/PrScancerosen), benigne und maligne foUi- 
kularc Ilypcrpiolifcrationszuslandc (z. D. Aknc) als auch benigne und malignc epiihcHalc Adnextumoren und primSre 
und reaklive NagelzcIlhypeq>roliteralionen. Dctailinformationcn dazu sind in Tbbelle 2 undTabcUe 3 entbaltcn. 

Pepr.ida.««n wie die T>ipcptidy]pclida.«;e TV (DP TV, CTD26, H. C.3.4J4.5) sind fiir die Regulation bzw. Modulation von 
Wechsclwirkungen zwischcn Zellen besondcrs interessant, da sie als Ekloenzyme in dcr Plasmamembran der ZcUen lo- 
ts kalisicn sind, Int^aktionen mil anderen exurazetlularen Stniktunen eingehen, penideige Bolenstoffe durch enzymkataly- 
sierte Hydrolyse aktivieren bzw. inaktivieren und dadurch wichtig fur die Ze!l-2^11-Kominuoikadon sind [Yaron A, et 
al.: Proline-dependent structural and biological properties of peptides and pixxeins. Crit Rev Biochem Mol Biol 1993: 
28 : 31-81: Vanboof G. et al.: Proline motifs in peptides and their biological processing. FASEB J 1995; 9 : 736-744]. 
Es ist gezeigt worden, da6 die DP IV im PkozeO dcr Aktiviening und klonalen Expansion von Immunzcllen, insbeson* 

20 dere von T-Lympbozylcn cine Schliisselfunktion spieli [Fleischer B: CD26: a surface protease involved in T-cell activa- 
tion. Iiiununol Today 1994: 15: 180-184]. Der EnzymaktiviiSi der DP IV komml dabei cine besondcrc RoUe zu [An- 
sorge S. et aL: Membranebound peptidases of lymphocytes: Functional implications. Biomed Biochem Acta 1991: 
50: 799-807; Tanaka T, et al The costimulatoiy activity of the CD26 antigen requires dipeptidyl peptidase IV enzymadc 
activity. Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90 : 4586-4590]. Verschicdcne Funktioncn mitogenstimuliertcr mono-nuklcarcr 

25 ZeUen und gereinigier T-Lyraphozytcn wie DNS-Synthese, Piroduktion v<m immunstimulicrendeD Zytokioen (IL-2» ILr6, 
IL-10, IL-12, IFN-7) und Helfcrfunktioncn fiir B-Zellen (IgG- und IgM-Synlhese) konnen in GegeowarL von spezifi- 
schcn Inhibitorcn dcr DP IV gchcmmt wcrdcn (Scboo £, ct aL: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane enzyme invol- 
ved in the proliferation of T lymphocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2. K9-K15; Schdn E, et al. The role of dipepti- 
dyl peptidase IV in human T ]yn^)bocy te activation. Inhibitors and antibcxlies against dipeptidyl peptidase IV suppress 

30 lymphocyteproliferationandinimunoglobulinsynthesisin vitro.Eur Jlmmu^^ 1987; 17: 1821-1826; ReinboldD,etal. 
Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor-^i in FWM-stimulated FBMC and T 
cells. Immunology 1997; 91: 354-360]. 

Es ist bmits bekannt, daB die Behandlung von Autoimmunerkrankungen und IhuisplantatabstoBung durch Hemmung 
der auf luununzellcn lokalisicrtcn Dipcptidylpetidasc IV niit Hilfe von synlhctischcn Inliibitoren moglich ist (z. B. 

35 EP764151 Al. WO09529691. EP731789 Al. EP528858). 

Der Erfindung Uegt der uberrascheode Belund zugninde, daB cine Herxmiung der DPIV-Enzymakdvitat von Kerati- 
nozyten zu einer Suppression der DNS-Synthese und damit der Proliferalion dieser Zellen fUhrt. 

Unsere Erfindung zeigt, daB zur Tberapie von sowohl entzQodlichen und nicht entzUndlichen epidecmalen Hyperpro- 
liferationszustanden (z. B. oongenital6 Ichthyosen und Psonasis), benignen und malignen umsclunebenen epidermalen 

40 clonalen Expansions (z. B. Waizen, Condylome, akdnische KeraTosen/PtacancerosenX benignen und malignen folliku- 
laren Hyperproliferationszustanden (z. B. Akne) als auch benignen und malignen epithelialen Adnextumoren und prima- 
ren und reaktivcn Nagekcllhypciproliferationcn Effcktorcn dcr Dipcptidy^plidasc IV-Enzymakti vital gccignet sind. 

Die oben genannten Erkrankungen werden bisber topisch mit antiproliferadven uikI differcnzierenden Substanzen 
(SalizyUMure. Hamstoflf, endogene und synthetische Retinoide, Vitamin D3-Derivate, Kortikosteroide) sowie systemisch 

45 mit z. T. inununsuppressiven und antiprolifcrativen P^paraten (z. B. Cyclosporin A, Kortikosteroide, I^dnoide) behan- 
delt. Meist kommen nicht Monotberapien sondem ArzncimjttelkombinationeD zum Einsatz. Insbesondcre bci der syste- 
miscbcn Anwendung treten baufig unerwtinschte Nebenwirkungen auf. DP IV-Inhibitoren wUrden bei den genannten Er- 
krankungen eine neuartige, kostengUnstige Therapieform und esnen weztvoUen altmativen Bestandteil der bestebenden 
Integrierten Thers^iekonzcpte darstellen. 

SO Im einzelnen liegen der Erfindung die Befunde zugninde, daB 

1. die DPIV-£nzymaktivit3t, wie sie auf humanen adulten und oeonatalen Keratinozyten expitmiort wizd, dutch 
Inhibitoren dcr DP IV gebenunt werden kamt 

1 diese Inhibitoren die DNS^ynthese von humanen Keratinozyten inhibieren. 

55 

Die Applikation von Hnzyminhibitoren stellt somit bei den genarmten Erkrankungen eine neuartige Methode und er- 
gSnzendc Therapieform zur Behandlung von hypcrkeraioiischen Prozessen dat 

Die crfindungsgeniaB appliziertcn Effektoien dcr DP TV kdnnen in pbarmazcudscb anwendbarcn Formulierungskom- 
plexen als Inhibitoren, Subsnrate, Pseudosubstrate, inhibitorisch wirkendc Peptide und Pcptiddcrivale, AntikOrpcr dieses 
tt) Enrymes /ur Anwendung kommen. Bevorzugtc HflFektorcn sind z. B. synthedsche DP W-Inhibitoren wie AminosSure- 
thiazolidide, -pyrrolidide, -piperidide. Derartige VsrbiiKlungen und deren Herstellung wuzden in dnem firtiheren Patent 
beschricben (K. Neubert et aL, DD 296075 AS). 

Die verwendeten Inhibitoren wcrdcn mit bekannten Tragcrstoffen verabreicht. Die Verabrcichung erfogt einerseits als 
topischc Applikation in Form von z. B. Cremes, Salbcn, Fasten, Gelen, Losungen, Sprays, Uposomen, Schutlelmixtu- 
65 ren, HydrokoUoidvcrbandcn bzw. andcrtn dermatologischen GrundlagenAfehikeln einschlieBlich instiladver Applika- 
tion, andcrerseits als systcmische Applikation zur oralcn, tinanadcnnalen, intra vcnOscn, subcutancn, intracuiancn, intia- 
muskul&ren Anwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik. 
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Ausfuhrungsbeispiele 
Beispiel 1 

Inhibienmg der Proliferaiicm von humanen Keraiinozyten durch Inkubation ntif synihetisctien DPIV-Inhibitoren 

Unscre Untersuchungen zciglcn, daB humane Keraiinozyten (sowcAil adultc als auch neonatalc) die DPIV/C026 auf 
ihrer Obcrflache cxpriniiercn (Tabelle 1). Dicser Nachwcis erfogtc iniUels Dutch fluBzytofluoriinctrie und DPIV-Enzy- 
massay in vitro an drei unlcischiedlichen adulten KeradnozyteDkuUuien (NIIHK Ad, RDM, ROL) und einer neonatalen 
Kultur(NH£KNeo). 

TabeUe 1 



DP IV-£xpression und Enzymakti vital humaner Keralinozytenkultuien 





CD26-positive Zellen 

r%i 


DP IV-Aktivitat 
rpkat/lO' Zellen] 


NHEK Ad 


36±6 


61 ±13 


NHEKNeo 


25±4 


39^10 


RUM 


34±3 


39±5 


ROL 


33 ±3 


84±7 



Diese Keratinozyteokulturen wurden mit unterscbiedlichen Koozeotrationen der syntbetischeo leversiblea DPIV-In- 
hibitoctn Lys[Z(N02)]-auazoiidkl und Lys[Z(N02)]i>ynolidkl iokubiert und nacb 72 Siunden die I^S-Synlhese (^H- 
Thymidineinbau) 

Die Diagramme in Abb. 1 zeigen den EinfluB der synthedschen reversiblen DPIV-Inhibitoien Lys(Z(N02)l-thiazdi- 
did und LysI2(N02)J-pynolidid auf die DNS-Syntfiese humaner Keratinozytcn. Wie aus dicscn Diagrammeo erstchtlich 
i5t» hemnien die DP IV*Inhibitoren dosisabhangig die DNS-Synthese und damit die Zellpioliferation alter vier untersuch- 
ten Kecatincny tenkulturen. Die VitalitSt der ZeUen war mcbt beeinfluBt (niche dokumentiert). 

Beispiel 2 

InhibieEung der Proliferation der humaneo KeratinozytenzeUinie HaCat dutch Inkubation mit synthetiscben DPIV-Inhi* 

bitoren 

Die humane Keratinozytenzellinie HaCat. welche als Zelimodell fur die Psoriasis akzeptiert ist, exprimiert d)enfalls 
die DP IV auf Ihrer Oberfl&dte (21 ±4% CD26-p08itive ZeUen, 30^ ±5 pkat/lO^ Zellen). Das Diagramm in Abb. 2 zeigt 
den BnftuB der synthedschen reversiblen DPIV-Inhibitorea Lys[Z(N()2)>thiazolidid und Lys[Z(NC)2)l-pynoUdid auf 
die DKS-Syntfaese der humanen HaC^i-Zellinie. Entsprecbend Abb. 2 hemmt dne Inkubadon dieser ZeUen mit den syn- 
thetiscben DPIV-Ioliibitoren Lys[Z(N(>2)}-lhiazoUdid, Ly5[Z(NCW}-pyrroUdid odcr Lys[Z(N02)]-pipcridid die DNS- 
Syndsese und damit die Zellproliferation dosisabhangig. Die Zellvitolitfit ist durch die Inhibitoren unbeeinfluBt (nicht do- 
kumentiert). 
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z. B. Dicht enlzundlich 

- coogenitale Ichthyosen 

- acquirierle Ichthyosen 
(parancoplast.) 

- Palmoplantarkeratosen 
-congenital 

- erworbeo/paraneoplast 
-M.Darier 

- I^idennale Naevi 

- Oitis ihoxnboidalis nuchae 

- Acanthmiit nigricans 
-PachydOTuie 
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l^bellc 2 

epiderniale HypcrproliferationszusiSnde 
z. B. entzUndlich 

- Pisonasis und Sublypen einschlieBlich NSgel und Haare 

- Lichen niber und Subrypcn 

- Parapsoriasi»-Gruppc 

- Keratosis lichenoides 

- Lichen simplex chronicus + reaktive lichenotde 
Hypeipioliferationen (z. B. aiopische Dennatilis) 

- Uchenoide Reaklionen bei GvHD 
-ELVEN-Naevus 

- Lupus erytbematodes chron. discTSCLE/SLB 

- Pi^asis rubra pilaris 

M, Grovcr 
-Vitiligo 

- mil Hypetprolif eraiion von Keratinozyten einhergehende Erythro- 
dennien 



umschriebene epiderniale clonale Bxpansion 



ao 



bemgne 

- HPV-assoziicrt (Warzen/Coodybme 

sebonrboiscbe Keratosen 

- Hidroakanthomc/Pocomc 

- Efridennalcysten 
-MiBen 
-M.Gomon 



maKgne 

- HFV-associieite TUmoien 
-aldiniscbe Keratoscn/Prttcanoerosen 

~ M. Bowcn -i-Bowcn-CA 

- M Paget -fPaget-CA 
-PladenepitheK:A 
-MeikelceU-CA 



foUikulira Hypeipioliferaiionszustande 
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bemgne 
<AkDe 

- alcneifonxiB foUilniUie ReaktioDen 

- Ulerythema ophryogenes 
-Kcniosis fbUikuiaris 

- Steatocystoma multiplex 

- Hypeitiichosen 

- TalgdrOsen-Naevi 
TWchllemmalcysten 



maligna 

- Haaifc^kelzeUtumocen 

- Proliferietende Trichilemmakysten 
-Mischtunooien 
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benigne 
— Pofom 
syringoductale Tumocen 
Hidraadeoonoe 
Spiiadenome 
(^lindfome 



Tkbelle3 
eptttieliale Adnextumocen 

maligne 

- ekkrine/apokrine OA's und Subtypen 

- TalgdrOsen-CA 



65 



-congenital 

z. B. Paehyonychien 



primSre ond reaktive NagelTsllhyperpmHferation 

nicht infektifis 
erwQibeD 

infektite bd Mykoseo 
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1 . Vcrwcndung von fnhibiloren dcr Dipeptidylpcplidasc IV (DP IV)-Enzyinaktivital bzw. DP I V-analoger-Hnzyni- 
akiiviiai zur Hcnuiiung der Aktivicrung und Proliferation von Kcraiinozyien und von nialigne transfonnicnen Kc- 
raiino^yien, also von von Kcraiinozyien abstanuiiendcn Tunuxzcllcn. 

2. Vcrwcndung gcniaB Anspruch I, dadurch gekennzctchneU daB die Inbibitoren der Dipeptidylpeptidase IV 
(r)PTV).Kn/yniaklivilal bzw. DP TV-analoger EnzymaktivilSl ziir Therapie von sowohl eDtzOodltchen und nicht 
cnl/undlichcn cpidcrrttalcn HyperproUfcrationszuslandcn (z. B. congenitale Ichthyosen und Psoriasis), benignen 
uml nialigncn uin.schric4icncn epidermalen clonaien Hxpansionen (z. B. Warzen, Condylome, aktinische Kcraiosen/ 
IVacanccfOscn). benignen und inaligncn HypcrprolilcralionszusllUiden (z. B. Akne) als auch benignen und niali- 
iincn cpiihelialcn Adncxiuniorcn und priinaren und rcakiivcn NagotzellhyperproiiteratioDcn dienen. 

3. Vcrwendung geniUB Anspruch 1 oder 2. dadurch gckcnn/cichnci, daB als Inhibitoreo der Dtpeptidylpepiidase IV 
(DP IVMin/.vniukiiviiai bzw. DP IV-anaJogcr Enzyniakiiviiai Atninosiiurederivate. Peptide oder Peptidderivale 
h/M\ Konihinaii(tncn dcr gcnannten EHekloren verwcndci wcrdcn. 

4. Vcrwerwiiing gcniiiB Anspruch 1. 2 und 3. dadurch gckcnnzcichnct, daB die \ferhindungen synthetischc DP IV- 
Inhibiioren. bevor/.ugi Xaa-Pco-Dipcptidc. cntsprcchcmk: Pepttddciivate uod deien Salze bzw. Amioosaure (Xaa)- 
atnidc, enispnx'hcndc Annnosaurcamiddcri vale und dca*n SuI/a: sind wobei Xaa eine a-AminosSuie bzw. ein a- 
Aininosiiurcdcrivui bevorzugi L-Tryptophan, Irlsolcucin. L-Valin. N^-^-Nitfoben^loxycaibonyi-L-Lysin ist und 
ats Aiiiidsiriikiur cyclische Amine z. B. Pyrrolidin. I^pcridin. 'lliia/^Mdin und deren Derivate fungieren. 

y Veru-cntUinj: ^eniUB Anspruch 1, 2, 3 und 4. datluah gckcnn/cichnci, daB Aminosfiurcamidc z.B. N*-4-Niiro- 
bcn/.>lo\ycurK>nvl-T.-Lysin-thiazolidid» -pyrrolidid urni -pi|vridid sowic das entsprechende 2-Cyanothiazol)did-. 
2-(*vunopyrrolidiil- und 2-('yanopipcridid-Dcrivat hcvor/ugi als DP fV-fnhibitoren eingcsem weixten. 

6. l^hjniiu/cuiischc /ubcrciiungcn zur Bchandlung von /usiundcn txlcr Storungcn unter X^rwendung von lohibi- 
lorcn dcr Dipc|>iiiWlpcp»da5c IV (DP IV)-En/.yiiiakiiviiai b/.w. ]>P-analogcr linzyinakliviUl, die cine Hemmung 
dcr Akiivicrunii und Prwlifcraiion von Kcraiino/.yicn und von nialigne irjnsfonmcrlen Kcratinozytcn bewirken. 

7. l*harma/.euiische /ubcncilung gem^ Anspruch 6 /.ur Bchandlung von demialologischcn Autoinununerkrankun- 
gcn mil hypcrkcratoiischcn Effioreszenzen (cutancr und sysiLMuischer Lupus crythematodes)» von Psoriasis* von 
derniaUMHikolDgisclien Mrkrankungen (PlalienepiLhcIkar/inohi. Busaliuiii. Akiinische Priikanzerosen, Kerdlokani- 
horn, u. u.) und von llypcrkcratotiscbcD Erbkrankhcitcn (Ichiyc^n). 

8. I^anna/cutisw-hc /ubcrcilung nach Anspruch 6 oder 7. dudureh gekcnn/cichneL. daB die DPIV-Inhibitoren be- 
vor/ugi Subsiun/en guniSfi Anspruch 4 und S sind. 

9. Vcrwcndung von fnhibiloren oder pharmazeuiischc /ubcrcilung gcinaB Anspruche 1 bis 8 als topische Applika- 
tion in 1 *onn von /, li. ( a-nics. Salben» Pasten, Gelcn, Ltjsungcn. Sprays. Liposomen, SchattelmixUiren, Hydiokol- 
loidvcrhantten bzw. andercn dcrmatologischen GrundJagenA^ehikeln, einschUeBlich instiladvcr Applikarion. 

10. Vcrwcndung von fnhibiloren oder pharmazeuiischc Zubcreiiung gemaB Anspruch i bis 8 als syslcmischc An- 
wcndung /.ur oralcn. iratusdcnnalen, intravenosen, subcuiuiien. iniraculanen, intramuskulSnsD Applikation in ent- 
sprcchcndcn Rc%cpiua*n bzw. in geeigneter Galenik mil ubiichcn Trfigerstoffen, Hilfsmitteln und/oder Zusatzstof- 
fen. 
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